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A contaminação de solos por parte da indústria extrativa e de outras indústrias que 
recorrem a produtos químicos poluentes deixa esses terrenos incultos e abandonados, 
contaminados com metais pesados como Cádmio e Zinco. Isto constitui um grave 
problema ambiental que importa mitigar. 
Uma das potenciais soluções é a fitorremediação do solo contaminado, a qual apresenta 
a vantagem de ser um tratamento local. No entanto, no processo de descontaminação 
do solo, a biomassa que resulta do tratamento capta e retém nos seus diversos 
constituintes (raízes, caules, folhas, sementes) os metais pesados. Deste modo, há uma 
transferência dos poluentes para a biomassa, potencialmente aumentando aí a 
concentração em metais pesados. 
É importante dar um destino adequado à biomassa proveniente da Fitorremediação. 
Isto pode ser conseguido através da sua conversão a biocombustíveis líquidos (como o 
biodiesel ou o bioetanol), sendo que possuem a vantagem adicional de estes serem 
provenientes de fontes renováveis, não havendo assim competição com outras 
biomassas cultivadas para fins energéticos, promovendo a melhoria da qualidade do 
solo no seu crescimento. 
Assim, o objetivo deste trabalho é o de avaliar o potencial bioenergético da biomassa 
resultante da fitorremediação de um solo contaminado com metais pesados através da 
produção de bioetanol, analisando a qualidade deste biocombustível, nomeadamente 
no que respeita à presença de metais pesados e ao potencial impacto da presença de 
metais pesados no rendimento do processo. 
Deste modo, foi obtido etanol pela destilação de palha de milho a qual foi submetida a 
um pré-tratamento ácido, a uma hidrólise enzimática e fermentação. Foram 
determinadas as melhores combinações entre os ácidos e enzimas utilizado e submeteu-
se a palha de milho contaminada a essas mesmas condições. 
Para o pré-tratamento adicionou-se 150 ml dos ácidos H2SO4, HCl, HNO3 e CH3COOH com 
uma concentração de 3% (v/v) a 20 g de palha de milho contaminada e não 
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contaminada, tendo as amostras sido digeridas em frascos num banho termostático a 
85 oC por 48 horas. Na etapa de hidrólise enzimática, após neutralização do digerido até 
ao pH 5 nas amostras, adicionaram-se 2 ml das enzimas Accellerase ou Ultraflo e a 
hidrólise das amostras procedeu em banho termostático por 13 horas a 50 oC. Para a 
fermentação diluiu-se 40 g da levedura Saccharomyces cerevisiae em 200 mL de água 
desionizada e adicionou-se a cada amostra 25 mL dessa mistura. Deixou-se o hidrolisado 
de cada uma das amostras a fermentar em banho termostático a uma temperatura de 
37 oC por 11 dias. A destilação do etanol deu-se a uma temperatura de banho de 60 oC e 
a uma pressão de 120 mbar. 
Analisaram-se as concentrações dos açúcares simples durante os diferentes estágios de 
produção de etanol pelo método do ácido 3,5-dinitrosalicílico e determinou-se a 
concentração de etanol pelo método refratométrico. Realizou-se ainda uma análise do 
álcool recuperado por espectrofotometria de absorção atómica por forma a determinar 
a concentração de contaminantes (Zn e Cd) presentes no etanol obtido.  
Foi obtido um rendimento médio em etanol para a palha de milho contaminada de 0,51 
getanol/gpalha e 0,32 getanol/gpalha para a palha tratada com HCl e Accellerase e 0,39 
getanol/gpalha e 0,27 getanol/gpalha para a palha tratada com HNO3 e Ultraflo. Para a palha 
não contaminada, o rendimento médio em etanol é de 0,44 getanol/gpalha e de 0,37 
getanol/gpalha para tratamento com HCL e Accellerase e HNO3 e Ultraflo, respetivamente. 
Na análise da concentração de contaminantes verificou-se que a concentração destes 
era extremamente baixa, tendo sido os valores lidos inferiores aos usados na construção 
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Contamination of soils by the extractive industry and other industries that use polluting 
chemical products leaves these uncultivated and abandoned lands contaminated with 
heavy metals such as Cadmium and Zinc. This is a serious environmental problem which 
needs to be mitigated. 
One of the potential solutions is phytoremediation of contaminated soil, which has the 
advantage of being a local treatment. However, in the process of soil decontamination, 
the biomass that results from the treatment captures and retains heavy metals in its 
various constituents (roots, stems, leaves, seeds). Therefore, there is a transfer of the 
pollutants to the biomass, potentially increasing the concentration in heavy metals. 
It is important to give a suitable destination to biomass from phytoremediation. This can 
be achieved by converting it to liquid biofuels (such as biodiesel or bioethanol), that have 
the additional advantage of being produced from renewable sources, so there is no 
competition with other biomasses grown for energy purposes, promoting the 
improvement of soil quality in its growth. 
Therefore, the aim of this work is to evaluate the biomass resulting from the 
phytoremediation of a soil contaminated with heavy metals through the production of 
bioethanol, analyzing the quality of this biofuel, namely in what concerns the presence 
of heavy metals and the potential impact of the presence of heavy metals on the yield of 
the process. 
Thus, we obtained ethanol by submitting the corn stover to an acid pre-treatment, 
followed by an enzymatic hydrolysis and fermentation. The fermentation broth was then 
distilled to recover ethanol. The best conditions where determined choosing the 
combination of the acid and enzyme that promoted the best results, and the corn stover 
produced in the contaminated soil was submitted to the best conditions. 
For the pre-treatment, 150 mL of acid H2SO4, HCl, HNO3 and CH3COOH with a 
concentration of 3% (v/v) were added to 20 g of corn stover produced in the 
contaminated and non-contaminated soil, in closed cap flasks in a thermostatic bath at 
85 oC for 48 hours. In the enzymatic hydrolysis, after neutralizing the digested samples 
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to a pH of 5, it was added 2 ml of the enzymes Accellerase or Ultraflo and once more the 
samples in the closed flasks where submitted to a constant temperature of 50 oC in a 
thermostatic bath for 13 hours. For the fermentation, 40 g of yeast Saccharomyces 
cerevisiae was diluted in 200 ml of deionized water and 25 ml of the mixture was added 
to each sample flask. The simple sugars in each sample flask where then fermented at 
37 oC for 11 days. For the distillation of the ethanol, the bath temperature was 60 oC and 
the pressure was 120 mbar. 
It was analyzed the concentration of simple sugars (as glucose) during the different 
stages of the ethanol production using the method of 3,5-dinitrosalicilic acid and the 
concentration of ethanol was determined with refractometer. It was also made analyzed 
the concentration of heavy metals (Cd and Zn) in the recovered ethanol, using atomic 
absorption spectrophotometry. 
The average yield in ethanol obtained for the corn stover produced in the two 
contaminated soils was 0.51 gethanol/gstover and 0.32 gethanol/gstover for the corn stover 
treated with HCl and Accellerase and 0.39 gehtanol/gstover and 0.27 gethanol/gstover for the 
corn stover treated with HNO3 and Ultraflo, respectively. For the corn stover produced in 
the control soil, the yield in ethanol was 0.44 gethanol/gstover and 0.37 gethanol/gstover for the 
treatment with HCl and Accellerase and HNO3 and Ultraflo, respectively. 
The results of the analysis of the concentration of contaminants in the recovered ethanol 
revealed too low concentration, lower than the values used to build the calibration curve 
(<   ppm), therefore the results are inconclusive. 
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EU União Europeia (European Union) 
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1 INTRODUÇÃO 
Desde a revolução industrial que a necessidade de conforto no nosso quotidiano a nível 
físico e tecnológico, é cada vez mais importante, sendo por isso necessário o 
desenvolvimento tecnológico para a procura de novos métodos de obtenção de energia. 
A energia elétrica é um dos principais bens que faz mover a sociedade, nos dias de hoje. 
Atualmente existe ainda uma grande dependência na utilização de combustíveis fósseis 
para a produção de energia (Figura 1.1), nos meios de locomoção e até mesmo na 
indústria farmacêutica ou em indústrias de transformação. Diversos produtos são 
também obtidos a partir destes combustíveis. Isto deve-se à facilidade de obtenção e 
versatilidade que os combustíveis fósseis nos oferecem. No entanto, apesar de ser a 
principal fonte de energia na sociedade atual, trata-se de um recurso finito, e o seu uso 
contínuo representa uma ameaça para o ambiente, uma vez que se trata do maior 
contribuidor para a Emissão de Gases de Efeitos de Estufa (GEE) (Figura 1.2 e Figura 1.3). 
 
 
Figura 1.1 - Consumo de Energia por tipo de combustível.[1] 
Um recurso renovável é toda “a energia de fontes renováveis não fósseis, a saber, 
energia eólica, solar (térmica e fotovoltaica) e geotérmica, energia ambiente, das marés, 
das ondas e outras formas de energia oceânica, hidráulica, de biomassa, de gases dos 
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Figura 1.2 - Emissões de CO2 por tipo de combustível fóssil [3]. 
 
Figura 1.3 - Emissões de CO2 pelo uso de combustíveis fósseis por Continente [3]. 
Deste modo, com o aumento da dependência energética e as alterações climáticas que 
se têm vindo a observar nos últimos anos, tem havido uma maior preocupação por parte 
da sociedade moderna na busca de novas soluções que não comprometam o futuro das 
próximas gerações. Assim, estas apoiam-se nos três pilares da sustentabilidade, 
económico, social e ambiental, por forma a reduzir essa dependência e procurar 
soluções mais viáveis tanto para o ambiente como para a própria sociedade. 
Com esta constante preocupação em mente, têm existido diversos avanços tecnológicos 
nos últimos anos que visam o desenvolvimento de tecnologias que utilizam recursos 
renováveis e ambientalmente mais sustentáveis. Na Figura 1.4 é possível observar a 
evolução do peso dos diversos tipos de tecnologia desenvolvida ao longo dos anos. 
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Figura 1.4 - Evolução da Potência de Renováveis instalada à escala Global entre 2007 e 2017 [4]. 
Em Portugal, nos últimos anos, tem havido cada vez mais um compromisso para 
aumentar a parcela de energias provenientes de recursos renováveis. Na Figura 1.5 é 
possível observar que nos dois últimos anos, cerca de metade da energia consumida foi 












Figura 1.5 - Evolução da Produção de Energia Elétrica em Portugal Continental [5] 
De um ponto de vista social e económico, um dos maiores contribuidores para a criação 
de postos de trabalho e com um investimento inferior aos restantes é a energia obtida 
a partir da biomassa. Isto deve-se à facilidade de obtenção da matéria-prima e à 
relativamente simples transformação da mesma para obtenção de energia. Esta possui 
ainda a vantagem de, tal como os combustíveis fósseis, ser utilizada nos três principais 
setores: transportes, energia e aquecimento de edifícios [6]. 
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Segundo o relatório publicado pela REN21 em 2018, são criados cerca de 3,05 milhões 
de postos de trabalho a uma escala mundial, apenas no sector das energias renováveis 
provenientes da biomassa. Isto corresponde a cerca de um terço dos postos de trabalho 
criados entre todas as energias renováveis atualmente existentes. Em 2016, estimou-se 
que cerca de 12,8% da energia consumida proveio de energia produzida através da 
biomassa [4]. 
Apesar de haver diversas formas de conversão da biomassa em energia que estão bem 
estabelecidas, como é o caso da queima de biomassa para aquecimento, existem ainda 
diversas tecnologias que ainda se encontram atualmente a ser desenvolvidas. 
Para o setor dos transportes, a conversão da biomassa em biocombustíveis possui uma 
perspetiva interessante para os próximos anos, enquanto as restantes alternativas ainda 
não se encontram totalmente desenvolvidas, por forma a reduzir a dependência atual 
dos combustíveis fósseis neste setor. 
Esta necessidade, leva ao desenvolvimento de biorefinarias capazes de realizar o 
processo de transformação de biomassa em combustíveis como o Biodiesel, Bioetanol 
e Biogás. 
1.1 Biomassa como fonte de energia renovável 
Desde os primórdios da humanidade que a biomassa tem sido uma importante fonte de 
energia. Esta, engloba toda a matéria viva presente na Terra, derivando do crescimento 
de plantas, incluindo as algas, árvores e culturas cerealíferas ou oleaginosas. 
A Diretiva (UE) 2018/2001 refere que a “biomassa é a fração biodegradável de produtos, 
resíduos e detritos de origem biológica provenientes da agricultura, incluindo 
substâncias de origem vegetal e animal, da silvicultura e de indústrias afins, como a 
pesca e a aquicultura, bem como a fração biodegradável de resíduos, incluindo resíduos 
industriais e urbanos de origem biológica”[2]. 
A biomassa pode ser classificada consoante a sua origem, podendo ser dividida em três 
diferentes categorias [7]:  
 Biomassa Primária – são todos os recursos recolhidos diretamente na natureza, 
tais como resíduos florestais e agrícolas; 
 Biomassa Secundária – trata-se de resíduos obtidos através do processamento 
físico, químico ou biológico provenientes dos recursos primários. 
 Biomassa Terciária – são os resíduos biodegradáveis originados pela atividade 
humana e animal. 
Uma vez que a principal utilização da biomassa é para conversão de energia, tendo como 
principal vantagem a sua conversão direta em calor e consequente produção de 
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eletricidade, esta pode também ser convertida através de processos físicos, químicos ou 
biológicos em biocombustíveis [8].  
A biomassa é considerada uma das melhores alternativas aos combustíveis fósseis, 
sendo que se trata do recurso biológico renovável mais abundante do solo, uma vez que 
é produzida por fotossíntese. 
1.2 Biocombustíveis 
É afirmado na Diretiva (UE) 2018/2001 que os “biocombustíveis são combustíveis 
líquidos para transportes, produzidos a partir de biomassa” [2]. 
Através de diferentes processos de transformação da biomassa, é possível obter 
diversos tipos de biocombustíveis, sendo estes o biodiesel, o biogás e o bioetanol. 
Os biocombustíveis, podem ser divididos em três grupos principais, dependendo do tipo 
de matéria através da qual são obtidos: 
 Primeira geração – são produzidos através de culturas de açúcar e de amido que 
são convertidas por processos de fermentação a etanol e através de conversão 
química a partir das culturas que contém óleo, o qual é aproveitado para a 
produção de biodiesel. Uma vez que estes são produzidos a partir de matéria-
prima proveniente do setor alimentar, a sua produção constitui uma ameaça 
para o mesmo, podendo ainda pôr-se em causa a real redução na emissão de 
gases de efeito de estufa [9]. 
 Segunda geração – não concorrem diretamente com o setor alimentar pois não 
são produzidos a partir de matérias-primas destinadas à alimentação. Estes, são 
obtidos a partir de recursos não alimentares sendo que compreendem duas 
etapas: conversão lignocelulósica a etanol por via biológica, e posterior 
conversão da biomassa em combustíveis por via termoquímica. Embora não haja 
uma concorrência direta com o setor alimentar, a produção da biomassa para 
estes biocombustíveis recorre à utilização de solos e recursos hídricos que 
poderiam ser utilizados para a produção de alimentos [9]. 
 Terceira geração – estes são obtidos através da utilização de microrganismos, 
como é o caso das microalgas [10]. Os biocombustíveis de terceira geração 
apresentam uma maior vantagem ambiental pois podem ser produzidos em 
ambiente aquático, o que evita a utilização de solo para a produção de bens 
alimentares, como é o caso das águas não tratadas, e apresentam um 
rendimento energético superior aos restantes biocombustíveis [11]. 
 Quarta geração [12] – consiste na modificação genética de árvores para a 
obtenção de biomassa de alta qualidade devido ao seu elevado teor de carbono 
na sua composição. A manipulação genética permite uma maior absorção de 
dióxido de carbono da atmosfera. O processo de conversão desta biomassa é, no 
entanto, realizado a partir de uma tecnologia de segunda geração. 
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1.3 Objetivos da Dissertação 
Tendo em consideração a necessidade de desenvolver tecnologias que reduzam a 
dependência dos combustíveis fósseis e a possibilidade de aproveitamento da biomassa 
proveniente do processo de fitorremediação, foi proposta a realização desta 
dissertação. Esta tem como principal objetivo a produção de Biocombustíveis, 
nomeadamente o Bioetanol, a partir de biomassa proveniente de fitorremediação de 
solos contaminados com metais pesados (Zn e Cd), e a avaliação da viabilidade de 
utilização deste como combustível alternativo ao normalmente utilizado (gasolina) nos 
veículos automóveis.  
Este tema surgiu na sequência do trabalho de investigação realizado, pela investigadora 
Ana G. Marques, no âmbito do projeto PhytoEnergy, o qual visa a avaliação do benefício 
que a planta de milho possui na remediação de solo contaminado por Cádmio e Zinco e 
da sua potencial valorização através da produção de biocombustíveis (bioetanol e 
biogás). 
Deste modo foram recolhidas amostras de solo de zonas contaminadas de Estarreja e 
de Panasqueira e em condições laboratoriais semelhantes foi plantado o milho em cada 
uma das amostras de solo contaminado, bem como em solo não contaminado. 
Posteriormente a biomassa foi colhida, seca e triturada para utilização da mesma em 
laboratório, tendo ainda sido feitas análises à palha de milho e ao solo para determinar 
o teor de humidade a concentração de contaminantes, respetivamente. 
1.4 Organização da Dissertação 
Para atingir os objetivos propostos foi realizado um conjunto de tarefas que se reportam 
neste texto.  Assim, a dissertação encontra-se organizada em 5 capítulos. No primeiro 
capítulo, faz-se a contextualização do problema apontando os problemas que 
atualmente a sociedade enfrenta provocado pela elevada dependência dos 
combustíveis fósseis indicando-se em oposição os benefícios resultantes da sua 
substituição por biocombustíveis. 
No segundo capítulo é apresentada uma revisão bibliográfica, na qual se expõe os 
benefícios da fitorremediação e os diferentes tipos do referido processo. É também 
apresentada uma caracterização da biomassa utilizada e de que forma esta pode ser 
convertida em biocombustível, sendo deste modo explicadas as principais etapas para 
o seu fabrico. 
O terceiro capítulo serve para explicar o trabalho experimental realizado e quais as 
metodologias aplicadas no processo de produção de etanol. São ainda descritos os 
métodos de quantificação de açúcares e de quantificação de etanol utilizados nos 
diferentes estágios de obtenção de etanol. 
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No quarto capítulo são apresentados os resultados experimentais obtidos no 
procedimento experimental e é realizada uma discussão dos mesmos no que respeita 
aos resultados obtidos na determinação de açúcares presentes no licor e na quantidade 
de etanol obtido no processo de destilação. 
No último capítulo, quinto, são apresentadas as principais conclusões obtidas durante a 
realização do trabalho laboratorial, bem como os aspetos a melhorar em trabalhos 
futuros e quais as limitações existentes. 
O anexo serve para expor de forma detalhada as normas e procedimentos adotados, os 
resultados experimentais obtidos, os cálculos necessários a realizar, a caracterização da 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
Com a industrialização, a contaminação dos solos tem, cada vez mais, sido uma 
preocupação crescente, pois inutiliza terrenos devido à contaminação dos mesmos 
através da deposição ou derrame de metais pesados que se tornam prejudiciais para o 
solo e impedindo deste modo a sua utilização para a agricultura, uma vez que as 
características naturais do solo são alteradas [13]. 
Assim, a Fitorremediação assume um papel importante na remediação dos solos, 
tornando-os novamente aptos a cultivo, através da remoção dos contaminantes 
prejudiciais para a saúde. 
Grande parte das plantas utilizadas em Fitorremediação após a sua colheita são 
colocadas em aterros ou até mesmo incineradas. No entanto, devido à necessidade 
energética crescente, procurou-se potenciar o uso dessas plantas para a produção de 
biocombustíveis ou outros subprodutos que estas possam originar. 
Deste modo, a biomassa que resulta da Fitorremediação pode ser utilizada para 
produção de biocombustíveis de segunda geração, onde se poderá recorrer à biomassa 
lignocelulósica para produção de bioetanol. 
Para o processo de Fitorremediação, é importante a utilização de plantas que possuam 
um grande sistema radicular e um grande crescimento, por forma a tornar o processo 
mais eficaz. Temos como exemplo disso o milho, que possui um sistema radicular 
fasciculado e um grande crescimento [14]. 
2.1 Fitorremediação de solos 
A fitorremediação é a técnica de biorremediação atualmente mais estudada [15]. 
Segundo Chaney, a fitorremediação é um método sustentável, ecológico e de baixo 
custo, no qual são utilizadas plantas e microrganismos associados para a remoção ou 
redução de poluentes orgânicos e inorgânicos no solo, no ar ou na água, recorrendo a  
plantas vasculares in situ. Estas deverão possuir uma elevada capacidade de captação 
dos poluentes presentes no local no qual se encontram, procedendo à destoxificação do 
mesmo através de diferentes mecanismos. As plantas deverão possuir um sistema 
radicular profundo, no caso de descontaminação do solo, uma taxa acelerada de 
crescimento, ser de fácil colheita e com uma elevada resistência ao poluente presente 
no local [15]. 
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Este processo possui um baixo custo de instalação e de manutenção, sendo que pode 
ser aplicado em terrenos de grande dimensão, permitindo o aumento gradual da 
qualidade do solo. Deste modo, irá possibilitar a plantação futura de culturas com maior 
valor de mercado.  
É ainda de notar que a eficiência do processo de fito-remediação depende da fisiologia 
das espécies vegetais utilizadas e da sua reação perante um stress provocado por uma 
grande acumulação de contaminantes, sendo que essa dinâmica será o fator 
determinante para a eficiência de remoção dos mesmos. 
Assim, sabe-se que níveis elevados de contaminação podem limitar o crescimento das 
plantas. A profundidade a que se encontram as raízes pode ser um limitador ao nível da 
Fitorremediação, uma vez que esta está dependente da área por elas abrangida. 
Na Figura 1.6, é possível observar de que forma é que atuam esses mecanismos no 
ambiente no qual se encontra inserida a planta: 
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2.1.1 Fitoextração 
Na fitoextração a remoção dos contaminantes é realizada através das raízes das plantas, 
movendo-se posteriormente para as restantes partes da planta (caules, folhas, etc.). É 
sobretudo utilizada para o tratamento dos solos contaminados. As espécies de plantas 
utilizadas neste processo deverão ser híper-acumuladoras, com uma capacidade de 
absorção cem vezes superior a uma planta normal [16]. No entanto, trata-se de um 
processo que pode ser prejudicial para o crescimento da planta na medida em que esta 
fica afetada devido ao excesso de metais com efeito fitotóxico na planta. 
2.1.2 Rizofiltração 
Trata-se de um processo similar à fitoextração, no qual as raízes das plantas irão 
absorver os contaminantes que se encontram na água presente no solo. Estas plantas 
poderão ser primariamente plantadas num local descontaminado por forma a 
desenvolver o seu sistemas radicular, sendo posteriormente levada até elas água que é 
recolhida nos locais contaminados [16]. 
2.1.3 Fitovolatilização  
É realizada uma descontaminação do solo através da absorção dos contaminantes por 
parte das plantas, sendo posteriormente transformados pela planta nas suas formas 
voláteis e emitidos para a atmosfera por transpiração [16]. Isto pode apresentar um 
grande risco, uma vez que a planta poderá libertar concentrações muito elevadas do 
poluente para a atmosfera. 
2.1.4 Fitoestimulação 
Pela absorção e adsorção este processo reduz a mobilidade dos contaminantes e 
previne a migração dos mesmos para a água presente no subsolo através da área onde 
as raízes se encontram. Permite ainda a recuperação do solo à superfície, 
restabelecendo a vegetação que não possui capacidade de sobrevivência aos 
contaminantes [16]. Há, portanto, uma degradação dos poluentes através do aumento 
da atividade metabólica microbiana, sendo que esta técnica apenas é aplicada a 
contaminantes orgânicos. 
2.1.5 Fitoestabilização 
Através da ação das raízes das plantas, é limitada a mobilidade e biodisponibilidade de 
poluentes do solo [17]. Deste modo, o solo é protegido da erosão e lixiviação, 
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2.1.6 Fitodegradação 
Também referido como Fitotransformação, neste processo ocorre a degradação de 
moléculas orgânicas complexas, podendo também ser incorporadas nos tecidos das 
plantas [16]. Isto ocorre através da ajuda de enzimas que estimulam a atividade 
metabólica. 
2.2 Caracterização do milho 
O milho é das plantas mais cultivadas a nível mundial, devido à sua adaptabilidade e 
qualidade nutricional, no qual contém quase todos os aminoácidos com exceção da 
lisina e do triptofano [18]. 
Trata-se de uma planta C4 que pertence à divisão das Fanerogâmicas da família 
Graminae/Poaceae e da espécia Zea mays L. 
 
Figura 2.2 - Composição da planta do milho [19]. 
Conforme mencionado anteriormente, o milho possui um sistema radicular fasciculado,  
um caule de colmo meduloso ereto e folhas compridas e largas, dispostas 
alternadamente ao longo do caule e com bordas ásperas [14]. 
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Apesar de o milho ser considerado um dos alimentos mais importantes para os humanos 
e para os animais, este também pode ser utilizado para produção de bioenergia através 
do aproveitamento do amido presente nas sementes para produção de etanol e dos 
resíduos resultantes da plantas – palha, para produção de etanol lignocelulósico [20]. 
A Diretiva (UE) 2018/2001 promove a produção de biocombustíveis de segunda geração, 
sendo que a palha do milho representa cerca de 55% do total da biomassa do milho com 
um valor energético de 16,5 GJ/t de matéria seca (MS) [14]. 
2.3 Bioetanol 
O bioetanol é um biocombustível líquido obtido através de processos nos quais a 
matéria principal é a biomassa orgânica que contém açúcares, amido ou celulose, a 
partir da qual se irá obter o etanol. 
 
Figura 2.3 - Esquema de métodos de obtenção de bioetanol [21]. 
Este pode ser diretamente utilizado em motores especificamente concebidos para o 
efeito ou poderá ser misturado com a gasolina. Quando utilizado em motores de 
combustão interna, o bioetanol apresenta vantagens, uma vez que apresenta um valor 
superior de octanas e um calor de vaporização superior. A sua combustão é mais 
eficiente diminuindo, deste modo, a emissão de partículas para a atmosfera e 
consequentemente havendo diminuição da emissão de gases de efeito de estufa. No 
entanto, a sua densidade energética é inferior à da gasolina, dificultando o arranque do 
motor a frio. 
Uma vez que o etanol não pode ser diretamente obtido na natureza, é necessário 
recorrer a métodos sintéticos ou naturais para obtenção do mesmo. 
Na produção de etanol por métodos sintéticos distingue-se especialmente a hidratação 
direta e indireta do etileno. O primeiro baseia-se numa reação que ocorre entre o 
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etileno e a água. No segundo, recorre-se à utilização de ácido sulfúrico que, após a 
absorção do etileno e posterior hidrolisação, origina o etanol. 
O processo de obtenção do etanol por processos naturais, consiste na fermentação de 
produtos compostos por açúcares simples, por amido ou através da utilização de 
biomassa lignocelulósica.  
2.4 Biomassa Lignocelulósica 
Para a produção de bioetanol de segunda geração, é necessária a conversão de açúcares 
provenientes de material lignocelulósico, como é o caso da palha de milho. 
 
Figura 2.4 - estrutura de uma biomassa lignocelulósica.[22] 
A lignocelulose é um material pertencente à constituição da parede das células das 
plantas e refere-se ao material composto por lenhina, celulose e hemiceluloses. A sua 
composição varia com o tipo de planta, idade e ambiente onde esta cresce. Geralmente, 
as plantas possuem na sua constituição 45-25% de lenhina, 40-50% de celulose e 25-
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Sendo a celulose o polímero com maior ocorrência no mundo, esta é constituída por 
três níveis organizacionais.  
Figura 2.5 - Representação da molécula de celulose [24]. 
O primeiro trata-se de longas cadeias lineares de moléculas de glicose  unidas por 
ligações glicosídicas β-1,4 [25]. Estas possuem uma elevada probabilidade de formação 
de ligações de hidrogénio intra e intermoleculares, sendo que são resultantes do 
segundo nível da celulose. O terceiro nível é definido pela associação das moléculas, o 
que resulta numa estrutura cristalina, designada microfibrila, com elevada resistência à 
tensão, tornando esta insolúvel em água e num grande número de solventes [24]. 
2.4.2 Hemicelulose 
Comparativamente à celulose, a hemicelulose possui uma maior facilidade em dissolver-
se na água devido à sua estrutura ramificada e amorfa. Esta encontra-se intercalada nas 
microfibrilas de celulose, o que lhe confere elasticidade [24]. 
Figura 2.6 - Representação da hemicelulose [24]. 
As hemiceluloses são heteropolissacarídeos complexos compostos por pentoses, 
hexoses e ácidos urónicos [25]. 
2.4.3 Lenhina 
A lenhina é a segunda macromolécula mais abundante entre as biomassas 
lignocelulósicas e tem como principal função conceder rigidez, impermeabilidade e 
resistência a ataques microbiológicos. Trata-se do heteropolímero amorfo mais 
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abundante na natureza, constituído por uma macromolécula de carácter fenólico 
composta por álcool p-cumarílico, álcool coniferílico e álcool sinapílico. 
2.5 Processo de obtenção de bioetanol 
Atualmente, o etanol é um dos combustíveis líquidos mais utilizados a nível mundial, 
podendo ser obtido pela fermentação de açúcares presentes na biomassa 
lignocelulósica do milho. No entanto, devido aos custos dos pré-tratamentos 
necessários para quebrar a estrutura cristalina da celulose serem tão elevados, 
atualmente a utilização desta biomassa ainda é limitada [26]. 
Para a conversão da biomassa lignocelulósica em etanol é necessário realizar diversos 
processos, desde o pré-tratamento da matéria orgânica, por forma a libertar a celulose 
e a hemicelulose quebrando a parede criada pela lenhina, à hidrólise que irá 
despolimerizar os polissacarídeos para produção de açúcares simples e à fermentação 
destes (Figura 2.7). 
Figura 2.7 - Processo de conversão da biomassa lignocelulósica em etanol [27]. 
2.5.1 Pré-tratamento 
Devido à complexidade da morfologia da biomassa lignocelulósica, para que esta possa 
ser convertida em bioetanol é necessário realizar um pré-tratamento. Este, deverá 
promover a formação de açúcares ou auxiliar a formação dos mesmos no processo de 
hidrólise. Isto permitirá que o custo operacional e energético para a produção de 
bioetanol seja inferior [28]. 
O pré-tratamento consiste em quebrar a estrutura da lenhina e reduzir a cristalinidade 
da celulose, aumentando deste modo a acessibilidade das enzimas no processo de 
hidrólise e a área superficial. Isto permitirá o aumento da digestibilidade pelo complexo 
enzimático e consequente elevado rendimento em açúcar. 
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Figura 2.8 - Efeito do tratamento na estrutura da biomassa lignocelulósica [29]. 
Por forma a realizar-se a conversão da biomassa de uma forma eficiente, é necessário 
compreender a composição lignocelulósica da biomassa a ser utilizada para produção 
do bioetanol. Existem variações na sua composição química, sendo estas afetadas pelo 
tipo e espécie de biomassa, local e estágio de crescimento da biomassa, condições 
ambientais a que se encontra exposto, etc. [23]. 
Na Tabela 2.1 podemos observar a composição das materiais lignocelulósicos das 
culturas mais utilizadas para produção de biocombustíveis. 
Tabela 2.1 - . Composição química de biomassas lignocelulósicas com potencial para produção de etanol. 
Biomassa 
Lignocelulósica 
Celulose (%) Hemicelulose (%) Lenhina (%) 
Palha de milho[30] 37.7 25.3 18.6 
Espiga de milho[23] 45 35 15 
Madeira dura[23] 40-55 24-40 18-25 
Madeira macia[23] 45-50 25-35 25-35 
Algodão[24] 95 2 0.3 
Palha de arroz[24] 43.3 26.4 16.3 
Palha de cevada[24] 31-45 27-38 14-19 
O pré-tratamento a ser utilizado depende do tipo de biomassa que foi selecionada, 
sendo no entanto comuns alguns dos processos, como é o caso da lavagem, da 
trituração, da pressurização e tratamento físico-químico [30]. 
2.5.1.1 Pré-tratamento ácido 
A complexidade da parede celular da biomassa lignocelulósica torna-a resistente à 
bioconversão. Devido a esta estrutura complexa, têm sido desenvolvidos muitos 
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processos de produção de etanol com capacidade de conversão dos carboidratos 
presentes na biomassa lignocelulósica em açúcares fermentescíveis, permitindo 
maximizar o aproveitamento e reduzir os custos de processamento [24]. 
Na Tabela 2.2 é possível observar os tipos de pré-tratamentos que foram desenvolvidos 
ao longo dos anos e quais as vantagens e desvantagens que estes podem apresentar, 
dependendo da composição da biomassa. 
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Devido à elevada percentagem de celulose e hemicelulose presentes nos resíduos de 
milho, através de investigação, verificou-se que para uma produção mais eficaz de 
etanol a partir desta matéria lignocelulósica o pré-tratamento ácido é o mais indicado, 
no qual se utiliza ácido sulfúrico diluído, com uma eficácia de produção de etanol de 
27,8 g/L após 72 horas de fermentação [31]. 
Este pré-tratamento consiste na submersão da matéria numa solução diluída de ácido 
sulfúrico, com concentrações abaixo dos 4%, e posteriormente aquecida a temperaturas 
de 140 a 200 oC num período de tempo que pode variar entre alguns minutos e duas 
horas [32]. 
2.5.2 Hidrólise 
A hidrólise é uma das principais tecnologias utilizadas para a conversão da biomassa 
lignocelulósica em etanol. Esta tem como principal objetivo quebrar os polissacarídeos 
presentes na biomassa em moléculas de açúcares livres, os quais serão posteriormente 
convertidos por fermentação em etanol [33]. 
Por forma a possuir um máximo de rendimento, esta deverá ser realizada após um pré-
tratamento. Isto irá também permitir uma redução nos custos de produção do 
bioetanol. 
2.5.2.1 Hidrólise enzimática 
O processo de hidrólise pode consistir em dois tipos: A hidrólise química e a enzimática. 
Sendo a primeira mais dispendiosa uma vez que exige um maior consumo de energia e 
condições de operação mais agressivas, a hidrólise enzimática é o processo mais 
utilizado, com menor impacto ambiental [34]. 
A hidrólise enzimática recorre ao uso de enzimas para degradar o material 
lignocelulósico em açúcares mais simples para o processo de fermentação. Esta pode 
recorrer à utilização das enzimas de forma imobilizada ou solúvel. 
A utilização de enzimas sob a forma imobilizada é um processo recentemente 
desenvolvido que permite reutilizar as enzimas, reduzindo assim os seus custos. No 
entanto possui diversas limitações: dispersão da enzima, transferência de massa, 
utilização de produtos químicos tóxicos em alguns processos de imobilização, etc. [32]. 
A forma solúvel é o processo mais convencional que, comparativamente à hidrólise 
química, possui custos de operação menos dispendiosos devido às condições 
moderadas do processo e obtenção de etanol, sendo que este possui uma qualidade 
superior. Possui ainda as vantagens de ser um processo menos corrosivo e com menor 
investimento no processo de tratamento da água residual, sendo ainda possível realizar 
simultaneamente o processo de sacarificação e de fermentação. Esta, no entanto possui 
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2.5.2.1.1 Hidrólise da celulose 
A hidrólise da celulose é um processo demorado, sendo diretamente influenciado pela 
estrutura da biomassa a ser utilizada, nomeadamente pela percentagem existente de 
lenhina e hemicelulose, pela área de superfície e pela cristalinidade da celulose. 
Esta é realizada por um complexo enzimático que coopera entre si denominado celulase 
e é executada em três etapas: a adsorção, é a mais rápida das três fazes na qual é 
incorporada uma nova espécie com funções adsorventes que se fixa na superfície da 
celulose;  a biodegradação da celulose em açúcares mais simples; dessorção da celulase. 
Figura 2.9 - Representação esquemática da ação das celulases na estrutura da celulose [34] . 
As celulases são constituídas por diversas enzimas e dividem-se em três grandes grupos: 
β-1-4-endoglucanases , responsáveis por atacar regiões de baixa cristalinidade na fibra 
da celulose, libertando fragmentos menores; β-1-4-exoglucanases, encarregues de  
hidrolisar as cadeias celulósicas nas suas extremidades, formando unidades de 
celobiose; β-glucosidase, permitem a hidrolisação da celobiose em glicose  [35]. 
2.5.2.1.2 Hidrólise da hemicelulose 
A hemicelulose possui uma estrutura mais complexa do que a celulose, conforme se 
pode verificar. Deste modo, é necessário recorrer à utilização de múltiplas enzimas 
denominadas hemicelulases, as quais podem ser obtidas em diversas espécies de 
bactérias e fungos. 
As hemicelulases mais comuns são as xilanas, β-xilosidase, arabinofuranosidase, α-
galactosidase e a mananase. 
Os tratamentos biológicos, em oposição a outros tipos de tratamento, possuem a 
vantagem de necessitar de um baixo consumo de energia, não necessitam de requisitos 
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2.5.3 Fermentação 
A fermentação é um processo metabólico bioquímico, que se dá a partir da reação entre 
compostos orgânicos e microrganismos. Este, pode realizar-se em condições 
anaeróbicas ou aeróbicas, podendo recorrer-se à fermentação alcoólica em que a 
glicose  é transformado em álcool etílico e dióxido de carbono (CO2), ou à fermentação 
láctea, em que a glicose  é convertida em ácido láctico [36]. 
Para a obtenção de bioetanol, deverá ser necessário recorrer à fermentação alcoólica, a 
qual irá transformar os açúcares extraídos durante o processo de hidrólise em etanol, 
recorrendo à utilização de enzimas e leveduras. Na seguinte equação observa-se a 
conversão da molécula de glicose  em moléculas de CO2 e de  etanol através da ação de 
leveduras [36]. 
𝐶 𝐻 𝑂 ⎯⎯⎯⎯⎯⎯⎯ 2𝐶𝐻 𝐶𝐻 𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂  
 
Este processo dá-se com a ativação da glicose, a qual recebe em reações sucessivas, dois 
grupos de fosfato energético fornecidos por duas moléculas de ATP (adenosina 
trifosfato), a qual se transforma em ADP (adenosina difosfato) e a transformação da 
glicose em gliceraldeído 1,3-difosfato. 
Nesta fase, os açúcares são então convertidos em piruvato, o qual sofre uma 
descarboxilação reduzindo o acetaldeído a etanol. Esta conversão dá origem a 
subprodutos, como o glicerol, o ácido succínico, álcoois amílicos e isoamílico [25]. 
Figura 2.10 - Formação do piruvato e processo de transformação em Álcool Etílico (Adaptado: [37]). 
No processo de fermentação alcoólica para produção do etanol, diversos 
microrganismos poderão intervir, como leveduras e bactérias. A Tabela 2.3 apresenta 
os tipos de microrganismos que podem ser utilizados neste processo. 
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Tabela 2.3 - Microrganismos produtores de etanol.[37] 





Levedura Glicose, Galactose, Maltose, Sacarose 43-87 
Pichia stipitis Levedura Glicose, Xilose, Arabinose, Manose 83 - 92 
Candida shehatae Levedura Glicose, Xilose, Arabinose, Manose 75 - 90 
Candida lusitaniae Levedura 
Glicose, Xilose, Sacarose, Celobiose, 
Sorbitol, Maltose 
70 - 85 
Candida tropicalis Levedura 
Glicose, Xilose, Sacarose, Celobiose, 
Sorbitol, Maltose 
76 - 85 
Escherichia coli Bactéria Glicose, Glicerol 70 - 90 
Zymomonas mobilis Bactéria Glicose, Xilose, Frutose, Sacarose 80 - 92 
Klebsiella oxytoca Bactéria Glicose, Frutose, Sacarose, Maltose 80-90 
Pachysolen tannophilus Levedura Glicose, Xilose, Glicerol 75-80 
Clostridium 
thermocellum 
Bactéria Glicose, Xilose 60-80 
Kluyveromyces 
marxianus 
Levedura Glicose 70-80 
 
A hidrólise da biomassa lignocelulósica não origina apenas a glicose, mas também outros 
monossacarídeos como xilose, manose, galactose, arabinose, entre outros. Deste modo, 
é importante a seleção de um microrganismo que possua elevada capacidade de 
fermentação por unidade de substrato assimilado, tolerância a elevadas concentrações 
de etanol e de substrato e estabilidade a baixos valores de pH [38]. 
O microrganismo mais  comum na produção de etanol é a levedura conhecida como 
fermento de padeiro denominada  Saccharomyces cerevisiae, devido à sua elevada 
capacidade de assimilar a glicose presente na matéria lignocelulósica [37]. Esta levedura 
é um microrganismo unicelular de rápido crescimento e de fácil manipulação genética. 
É capaz de crescer até temperaturas máximas de 43 oC e um pH que varia entre 4,5-6,5 
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[38]. No entanto, esta levedura não é capaz de fermentar as pentoses (xilose) uma vez 
que não possui a capacidade de a metabolizar. Para esse efeito será necessária a adição 
de outro microrganismo com essa capacidade [39]. 
Para a fermentação das pentoses, poderão ser utilizados três tipos de microrganismos: 
 Fungos filamentosos - têm como principal vantagem, crescerem naturalmente na 
biomassa. No entanto, o período de fermentação é muito elevado e em condições 
anaeróbicas a maior parte não fermenta, a obtenção de etanol é muito reduzida e 
são formadas elevadas quantidades de subprodutos. 
 Bactérias - estas conseguem fermentar uma elevada variedade de biomassa 
lignocelulósica, mesmo quando expostas a condições anaeróbicas. No entanto, estas 
levam à formação de subprodutos e possuem baixa tolerância ao etanol. 
 Leveduras - os microrganismos Candida shehatae, Pichia stipitis e Pachysolen 
tannophilus são os mais utilizados para fermentação das pentoses. No entanto, ao 
contrário da Saccharomyces cerevisiae possuem pouca tolerância ao etanol e ao pH, 
tendo sido, deste modo, estudadas alternativas genéticas. Assim como os fungos, as 
leveduras conseguem fermentar com pH compreendido entre 3,5-5 e a temperatura 
ótima para a produção de etanol está compreendida entre 26 e 35 oC. Maiores 
concentrações de açúcares promovem a velocidade de fermentação e aumenta a 
produção de etanol, impedindo ainda o crescimento elevado da levedura  e 
formação de glicerol [25]. 
O processo fermentativo, para ser eficiente, depende sobretudo da temperatura, do pH 
e da quantidade de oxigénio presente. Estudos realizados têm indicado que, para o 
processo fermentativo ser mais eficiente, a fermentação e sacarificação deverão ocorrer 
simultaneamente (SSF) [40]. Embora a realização da hidrólise e da fermentação em 
processos separados permitam que estes possam estar expostas a condições de pH e 
temperatura ideais, Magnus, et al., conclui que para matérias-primas como o pinheiro, 
a palha de trigo e a palha de milho a SSF é mais vantajosa. 
É possível observar na Tabela 2.4 o estudo comparativo entre o processo de SSF e 
hidrólise e fermentação separadas (SHF) realizado com palha de milho no qual foi 
assumido um rendimento de fermentação de etanol de 90% em 24 horas - 0,46 g de 
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Produção total de 
etanol (%) 
Concentração de 
etanol após 120-144 h 
(g/l) 
Biomassa de palha de milho 
SSF 78,2 72,4 20,5 
SHF 64,1 59,3 16,8 
Biomassa de palha de milho 
SSF 69,3 64,1 18,2 
SHF 76,2 70,6 19,4 
Biomassa de palha de milho 
SSF 81,5 75,4 21,4 
SHF 68,2 63,2 17,9 
 
2.5.3.1 Recuperação do etanol 
Após o processo de fermentação, é necessário aumentar o grau de pureza do etanol 
obtido, procedendo à separação da água do etanol. Para o efeito, poder-se-á recorrer a 
dois processos: a destilação fracionada e a separação por membranas. 
A destilação fracionada consiste em levar a mistura etanol-água à ebulição, estando 
deste modo baseada na volatilidade dos compostos. Uma vez que o ponto de ebulição 
do etanol é inferior ao da água, 78,3 e 100 oC respetivamente, o etanol será primeiro 
convertido em vapor, podendo assim ser separado e recuperado após condensação, 
com uma percentagem de pureza de 95% [42]. 
Para o processo de separação por membranas, a alimentação e o produto retido estão 
no estado líquido, enquanto que o produto a ser permeado pelas membranas aparece 
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3 DESCRIÇÃO TÉCNICA 
O presente capítulo tem como principal objetivo o de expor as técnicas e metodologias 
consideradas para os procedimentos experimentais efetuados para a obtenção do 
etanol a partir da palha de milho e na análise do mesmo. 
Neste procedimento experimental não foram realizadas caracterizações da palha de 
milho utilizada pois a matéria utilizada para a produção é proveniente de um estudo 
realizado pela Investigadora Ana P.G.C. Marques, que também realizou a sua 
caracterização. As caracterizações realizadas encontram-se expostas no Anexo D. 
Por forma a maximizar o rendimento em etanol, submeteu-se a palha a diversas 
condições de pré-tratamento e hidrólise enzimática,  identificando qual a combinação 
de ácido e enzima mais eficaz para converter os polissacarídeos da palha de milho em 
etanol. 
Para a primeira parte experimental, foram realizados 8 ensaios com as respetivas 
réplicas usando a palha de milho produzida em solo não contaminado, com a conjugação 
de 4 tipos de ácido e 2 tipos de enzima, perfazendo um total de 16 ensaios. Após 
verificação das melhores condições operatórias, replicou-se as mesmas usando a palha 
de milho produzida em solo contaminado, proveniente de Estarreja e da Panasqueira, 
bem como palha de milho produzida em solo não contaminado. Para esta segunda parte 
experimental, utilizou-se as duas melhores combinações de ácido e enzima, realizando-
se assim 6 ensaios com as respetivas réplicas. 
3.1 Pré-tratamento 
Foi descrito anteriormente que o pré-tratamento tem como principal função, quebrar 
os polímeros de celulose e hemicelulose presentes na lenhina, aumentando deste modo 
a acessibilidade às enzimas no processo de hidrólise enzimática. 
Para este procedimento experimental, foi realizado um pré-tratamento ácido. Para cada 
amostra realizada e respetiva repetição. Assim, foi pesado cerca de 20 g de palha de 
milho para dentro de frascos com capacidade de 500 ml. Posteriormente, adicionou-se 
a cada um dos frascos 150 ml de cada um dos ácidos utilizados - H2SO4, HNO3, HCl e 
CH3COOH, com uma concentração de 3% (v/v) (Figura 3.1). 
A reação ocorreu no período de 48 horas, num banho de água com agitação (Julabo, 
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Figura 3.1 - Esquerda: Pesagem da palha de milho para os frascos; Direita: Amostras antes do pré-tratamento. 
Baixo: Amostras após o pré-tratamento. 
3.2 Hidrólise Enzimática 
De forma a obtermos um máximo de eficiência no processo de hidrólise enzimática, 
após o término do pré-tratamento, arrefeceram-se os frascos com os ensaios e mediu-
se o valor do pH de cada ensaio, tendo este sido ajustado a um valor de pH 5, 
aproximadamente, através de pequenas adições de Hidróxido de Sódio a 40% (Figura 
3.2). 
Figura 3.2 - Regulação do pH após o pré-tratamento. 
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Após a regulação do pH, adicionaram-se 2 ml das enzimas Accellerase ou Ultraflo a cada 
um dos respetivos frascos. As características destas enzimas encontram-se descritas no 
Anexo E.7. 
Após homogeneização, levaram-se os frascos (Figura 3.3) ao banho de água com 
agitação (Julabo, SW22) a uma temperatura de 50 oC durante 13 horas. 
Figura 3.3 - Esquerda: Amostras antes do processo de hidrólise; Direita: Amostras após o processo de hidrólise. 
3.3 Fermentação 
Para o processo de fermentação recorreu-se ao uso da Levedura Saccharomyces 
cerevisiae, normalmente utilizada no processo de panificação.  
Diluiu-se 40 g de levedura em 200 ml de água desionizada e após homogeneização, 
adicionaram-se 25 ml de inóculo a cada um dos frascos (Nota: as quantidades descritas 
foram aplicadas para 8 ensaios, incluído as réplicas). Agitou-se a mistura e levou-se ao 
banho de água com agitação a uma temperatura de 37 oC por 11 dias (Figura 3.4). 
Figura 3.4 - Levedura aplicada e banho de fermentação. 
Apos a fermentação, as amostras foram filtradas sob vácuo, separando-se a fase líquida 
da sólida (Figura 3.5). Foram guardadas as lamas das filtrações realizadas.  
Com o licor obtido, procedeu-se à destilação do mesmo no Rotavapor (Buchi, R-210) a 
uma pressão de 120 mbar e a uma temperatura de banho de 60 oC (Figura 3.5). 
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Figura 3.5 - Filtração a vácuo e Destilação no Rotavapor. 
3.4 Método de Quantificação de Açúcar do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) 
Para a avaliação do teor de açúcares redutores nas amostras recolhidas durante os 
diferentes estágios de produção do etanol, foi utilizada a metodologia descrita por 
Miller [43], na qual se procede à redução do DNS a ácido 3-amino, 5-nitrosalicílico com 
a simultânea oxidação do grupo carbonilo livre presente nos açúcares redutores. 
A concentração dos açúcares redutores foi determinada pela leitura dos valores de 
absorvância (λ = 500 nm) num espectrofotómetro UV-Vis (Shimadzu, UV-1700 Pharma 
Spec; Shimadzu, V260) (Figura 3.6). Foram realizadas curvas de calibração, recorrendo à 
utilização de padrões com várias concentrações de glicose (Anexo A.1.1). 
 
Figura 3.6 - Espectrofotómetro UV-Vis e soluções padrão utilizadas. 
3.5 Quantificação do etanol pelo método refratométrico  
A refração é criada quando a direção do feixe de luz se altera quando este, troca de 
meios. Assim, o índice de refração é a relação entre a velocidade da luz no vácuo e a 
velocidade da luz através do meio em questão, estando relacionado com a estrutura 
física do meio através do qual a luz passa, sendo que varia com a concentração de soluto.  
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Para esta análise, foi utilizado o refratómetro de Abbe (Figura 3.7), no qual é medido o 
ângulo limite de reflexão total distinguindo dois métodos de medição: medida por 
transmissão; medida por luz refletida. Neste caso utilizou-se a medida por transmissão 
uma vez tratar-se de um líquido incolor, em que a luz passa através da amostra sobre a 
face medidora do prisma de medição. Parte da luz incidente reflete-se abaixo do ângulo 
limite da reflexão total observando-se na ocular como uma linha limite entre o campo 
claro e escuro, indicando diretamente o valor do índice medido. 
Figura 3.7 - Esquerda: Campo Visual Ocular e respetiva Leitura. Direita: Refratómetro de Abbe.  
Para uma correta leitura dos valores, realizou-se uma curva de calibração utilizando 
soluções padrão com diversas concentrações de etanol (Anexo A.2). Uma vez que os 
valores foram lidos a 22 oC, foi necessário realizar o ajuste das concentrações para uma 
temperatura de 20 oC, correspondente à temperatura de referência. 
3.6 Método de Espectrofotometria de Absorção Atómica para determinação dos 
contaminantes 
De forma a verificar-se a presença dos contaminantes absorvidos pela planta durante o 
processo de fitorremediação do solo, no etanol produzido, realizaram-se as leituras dos 
valores de concentração dos contaminantes presentes na palha através do método de 
análise por espectrofotometria de absorção atómica (PG Instruments, PG-990, Figura 
3.8). Para esta leitura, foram realizadas duas curvas de calibração, que se encontram 
expostas no Anexo B.3, para cada um dos contaminantes que se pretendia quantificar, 
Cd e Zn. 
Figura 3.8 - Espectrofotómetro de absorção atómica utilizado 
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3.7 Condições experimentais utilizadas para os ensaios 
A Tabela 3.1 apresenta de forma resumida as condições experimentais utilizadas para 
obtenção do etanol e leituras dos valores de açúcares e de concentração de etanol das 
amostras produzidas. 







20 g de biomassa 
contaminada/não contaminada 
misturada com 150 ml de ácido* 
com concentração 3% (v/v) 
85 oC 48 h --- 
Hidrólise enzimática 
Adicionados 100 ml de água 
desionizada para maior diluição, 
regulação pH 5 e adição de 2 ml 
de enzima** 
50 oC 13 h --- 
Fermentação 
Adição de 25 ml de levedura 
diluída em água 
37 oC 11 dias --- 
Destilação 
Separação da fase líquida da 
sólida 





Realização das soluções padrão e 
preparação das amostras pelo 
método de DNS para leitura dos 
valores (Anexo B.1) 
--- --- --- 
Refratómetro 
Realização das soluções padrão e 
leituras dos valores (Anexo B.2) 
22oC --- --- 
Espectrofotómetro 
de Absorção Atómica 
Realização das soluções padrão e 
leituras dos valores (Anexo B.3) 
--- --- --- 
* H2SO4, HCl, HNO3 e CH3COOH 
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4 Resultados e Discussão 
No presente capítulo serão apresentados e discutidos os resultados obtidos no processo 
de obtenção de etanol a partir da palha de milho contaminada e não contaminada. 
4.1 Biomassa não contaminada 
Por forma a determinar qual o ácido e enzima mais eficazes nos processos de pré-
tratamento e hidrólise enzimática para a palha de milho, foram realizados testes 
preliminares em palha não contaminada. Deste modo, foram utilizados quatro tipos de 
ácido com a mesma concentração e dois tipos de enzima adicionados na mesma 
quantidade.  
Os ácidos utilizados no pré-tratamento, com concentração de 3% (v/v), foram H2SO4, 
HCl, HNO3 e CH3COOH.  A cada amostra e respetiva réplica de palha de milho não 
contaminada foram adicionados 150 ml de cada um dos ácidos, submetendo-as às 
condições descritas no Capítulo 3.1. 
Para a hidrólise enzimática foram adicionados às amostras 2 ml de cada uma das 
enzimas Accellerase e Ultraflo, submetendo as mesmas às condições apresentadas no 
Capítulo 3.2. Cada uma das enzimas utilizadas foi aplicada aos ensaios iniciados no pré-
tratamento, correspondendo aos 4 ácidos, perfazendo um total de 8 ensaios e 
respetivas réplicas. 
Para a fermentação, em todas as amostras foi utilizada a mesma levedura sob as 
condições descritas no Capítulo 3.3. Após este processo, foram retiradas amostras do 
líquido obtido para análise dos açúcares redutores e foi realizada destilação do líquido 
filtrado. 
4.1.1 Quantificação dos açúcares redutores pelo método do ácido 3,5-dinitrosalicílico 
(DNS) 
Uma vez que a biomassa lignocelulósica, como a palha de milho, possui uma estrutura 
complexa, o pré-tratamento realizado à mesma permitiu remover a lenhina e assim 
estimular a produção de açúcares simples. 
Através do método do DNS foi possível quantificar os açúcares presentes no licor obtido 
após o processo de fermentação para as amostras sem contaminação de metais 
pesados. 
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Deste modo, foram obtidas as respetivas curvas de calibração segundo o método 
descrito no Anexo A.1 e foram preparadas as amostras por forma a realizar as leituras 
no Espectrofotómetro. Assim, 0,2 ml de cada uma das amostras foram primeiramente 
diluídas em 0,3 ml de água desionizada e foram adicionados 0,5 ml de DNS. Após 
agitação, aquecimento e rápido arrefecimento foram novamente diluídas com mais 
10 ml de água desionizada e agitadas.  
Verificou-se, após algumas leituras que a diluição era insuficiente para correta leitura 
dos valores no espectrofotómetro, sendo deste modo realizadas mais diluições 
apropriadas a cada amostra, conforme apresentado nas Tabelas presentes no Anexo 
B.1. 
Assim, para as amostras recolhidas do licor obtido após fermentação da palha de milho 
não contaminada, foram realizadas as comparações relativamente à quantidade de 
açúcar presente nas mesmas. A Figura 4.1 apresenta os valores de concentração de 
glicose presentes no licor das amostras da biomassa não contaminada após a 
fermentação, podendo-se observar quais as combinações ácido e enzima que são as 
mais eficazes na conversão dos polissacarídeos. 
 
Figura 4.1 - Concentração de glicose presente no licor pós-fermentação para a biomassa não contaminada. 
É possível verificar que o licor produzido a partir do pré-tratamento com Ácido Acético 
é o que possui menor concentração de açúcares para ambas as enzimas, o que poderá 
indicar que é o menos eficaz no pré-tratamento e, por conseguinte, promove menor 
conversão dos açúcares. Esta observação é consistente com o facto de este ser o ácido 
mais fraco. 
A quantidade geral de açúcares obtidos para todas as amostras foi superior ao esperado. 
Estima-se que este esteja relacionado com o facto de a levedura utilizada para esta 
primeira parte do trabalho experimental ser antiga, havendo deste modo menos 
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4.1.2 Quantificação do álcool pelo método refratométrico 
Para uma escolha apropriada de qual combinação de enzima e ácido, deverão ser 
analisados os dados provenientes da leitura refratométrica apresentados no presente 
subcapítulo. 
Para uma máxima recuperação do etanol, o mosto resultante da fermentação foi 
submetido a uma filtração por vácuo por forma a separar as lamas do licor, facilitando 
assim o processo de destilação. 
A destilação do etanol foi realizada no Rotavapor com uma temperatura de banho de 
60 oC e uma pressão de 120 mbar. Após a obtenção do etanol, foram feitas as leituras 
de concentração no Refratómetro de Abbe. 
Deste modo, aqueceu-se o banho do refratómetro a 22 oC, realizaram-se as curvas 
calibração conforme indicadas no Anexo A.2 e procedeu-se às leituras da concentração 
do etanol. A Figura 4.2 apresenta a quantidade volumétrica de etanol obtido para cada 
um dos ácidos e enzimas utilizados. Os valores apresentados foram corrigidos para a 
temperatura de 20 oC. 
Figura 4.2 - Volume de etanol obtido para a palha de milho não contaminada. 
Verifica-se, pela análise da Figura 4.2 que a combinação com melhores resultados foi 
obtida com o pré-tratamento com Ácido Clorídrico e a hidrólise com a enzima 
Accellerase, contudo, como para a enzima Ultraflo também se obtiveram bons 
resultados na combinação desta com o Ácido Nítrico. Foram realizados os mesmos 
procedimentos para a palha de milho contaminada utilizando ambas as combinações. 
Isto irá permitir observar de que forma as enzimas são influenciadas pela presença dos 
contaminantes. 
4.2 Biomassa contaminada 
Após análise dos resultados obtidos (Figura 4.1) e verificar-se qual a combinação de 
ácido e enzima mais eficazes, realizaram-se os mesmos passos descritos anteriormente 
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com as duas cominações mais eficazes para a biomassa contaminada com os metais 
pesados. Foi também realizado novamente os testes para as melhores condições 
operatórias com a biomassa não contaminada, por forma a servir de controlo, estando 
estas sob as mesmas condições que as restantes amostras de palha de fitorremediação, 
potencialmente contaminadas. 
A biomassa contaminada na qual se aplicaram as melhores condições operatórias 
provem de duas zonas contaminadas diferentes, Estarreja e Panasqueira. Ao serem 
analisadas ambas as biomassas sob as mesmas condições, permite-nos averiguar de que 
forma a presença de diferentes concentrações de contaminantes poderá influenciar a 
obtenção de etanol e qual a qualidade deste. 
Assim, após realizados os mesmos procedimentos experimentais para ambas as palhas 
de milho contaminadas e novamente para a palha de milho não contaminada sob as 
melhores condições operatórias determinadas, procedeu-se à análise das amostras 
recolhidas durante todo o processo. 
4.2.1 Quantificação dos açúcares redutores pelo método do ácido 3,5-dinitrosalicílico 
(DNS) 
Para as amostras de solo contaminado e também para as amostras de controlo, 
recolheram-se amostras ao longo do processo de produção do etanol, por forma a 
verificar a evolução da concentração dos açúcares até ao final da fermentação. 
Após a preparação das amostras recolhidas durantes os diferentes estágios: após 
hidrólise enzimática, 6º dia de fermentação e pós-fermentação – conforme explicado 
anteriormente, procedeu-se à leitura dos valores no Espectrofotómetro. As Figuras 4.3 
a 4.5 apresentam os resultados obtidos da leitura da concentração de glicose durante 
os diferentes estágios de produção de etanol. 
Figura 4.3 - Quantidade de glicose após o processo de hidrólise 
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 Figura 4.4 - Quantidade de glicose ao 6º dia de fermentação. 
 
Figura 4.5 - Quantidade de glicose após a fermentação. 
Através da análise da evolução do teor de açúcares presentes no licor, verifica-se que 
em todas as fases, o tratamento com HNO3 e com a enzima Ultraflo originou uma 
quantidade mais ou menos constante de açúcares. Para o tratamento com HCl e com 
Accellerase, verifica-se que houve um grande consumo dos açúcares presentes no licor, 
o que poderá indicar que a combinação destes potencia o seu consumo por parte das 
leveduras no processo de fermentação. 
Verifica-se ainda que a concentração de açúcares para a biomassa de controlo é 
superior. Possivelmente, os contaminantes presentes na biomassa poderão ter um 
efeito positivo na conversão de açúcares. Para verificar os efeitos que estes possuem 
sobre a fermentação, foram realizadas leituras da concentração dos contaminantes no 
etanol obtido, sendo os resultados apresentados no Capítulo 4.2.3. 
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4.2.2 Quantificação do álcool pelo método refratométrico 
Por forma a averiguar qual a combinação com maior rendimento em álcool, procedeu-
se às leituras das concentrações no licor resultante das amostras contaminadas/ 
controlo no refratómetro de Abbe, com uma temperatura de banho de 22 oC. Foram 
realizadas as correções para os 20 oC e obtiveram-se os valores apresentados na Figura 
4.6. 
 
Figura 4.6  - Quantidade de etanol obtido no processo de destilação a partir da biomassa contaminada. 
 
Conforme já esperado, pelas leituras dos valores de glicose presentes no final do 
processo de fermentação, o pré-tratamento com HCl seguido de hidrólise com 
Accellerase provou ser o mais eficaz na produção de etanol tanto para a palha de milho 
contaminada como para a não contaminada. 
Comparando os valores obtidos com os apresentados na Figura 4.2 verifica-se que a 
quantidade de etanol produzido para esta segunda parte experimental é superior para 
a palha do solo contaminado e de controlo. 
4.2.3 Quantificação de contaminantes por Espectrofotometria de Absorção Atómica 
De forma a compreender se os contaminantes presentes na palha do milho estão 
presentes no etanol produzido, foi realizada a leitura de concentração dos metais Zn e 
Cd em cada uma das amostras de etanol produzido a partir da palha contaminada e de 
controlo, no Espectrómetro de Absorção Atómica. 
Assim, foram realizadas as soluções padrão para obtenção das curvas de calibração para 
cada um dos contaminantes a quantificar e posteriormente foram lidas as amostras. A 
Tabela 4.1 apresenta os valores de absorvância registados. 
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 Comparando os valores obtidos na leitura do etanol proveniente da palha de milho com 
os valores dos padrões realizados presentes no Anexo B.3, a concentração de metais 
presentes no etanol é muito baixa. 
4.3 Resumo dos resultados obtidos e comparação com outras biomassas 
A Tabela 4.2 permite-nos observar de forma resumida os resultados obtidos para a 
biomassa contaminada dos valores da concentração de açúcares e de etanol obtido. É 
apresentado também os valores de etanol obtido para a biomassa não contaminada sob 
as mesmas condições experimentais. 
 
  
Amostra Zinco Cádmio 
1 0,016 0,003 
2 0,048 0 
3 0,028 0 
4 0,034 0 
5 0,029 0 
6 0,023 0,001 
7 0,014 0 
8 0,022 0 
A 0,088 0,002 
B 0,023 0,001 
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Tabela 4.2 - Tabela resumo dos valores de concentração de açúcar e de etanol extraído para a biomassa 























a HCl c/ Accellerase 9,74 2,47 338,75 8,05 







HCl c/ Accellerase 10,61 0,94 330,50 6,22 





 HCl c/ Accellerase 13,38 6,17 355,24 7,02 
HNO3 c/ Ultraflo 12,91 5,20 293,00 5,79 
Pela observação da Tabela 4.2 é mais simples de notar que a concentração de etanol 
obtido com o pré-tratamento com ácido clorídrico e hidrólise com a Accellerase da 
biomassa de solo contaminado é bastante significativa, em comparação com a biomassa 
de solo sem contaminantes. 
Comparando os dados da Tabela 4.1 e Tabela 4.2, a concentração de contaminantes 
lidos é bastante baixa o que nos leva a pensar que estes tiveram pouca influência no 
processo de produção de etanol.  
Por forma a compreendemos o interesse da conversão da palha de milho utilizada em 
fitorremediação em etanol, é importante comparar os valores obtidos com outros tipos 
de biomassa. Deste modo, é importante estimar a concentração de etanol para 1 
tonelada de biomassa por forma a facilitar esta comparação. 
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Figura 4.7 - Concentração de etanol estimado para 1 tonelada de palha de milho. 
A Tabela 4.3 apresenta as diferentes concentrações de etanol esperada para diversas 
biomassas. 
Tabela 4.3 - Biomassas e o seu potencial rendimento de etanol [44]. 
Biomassa 
Potencial rendimento 
de etanol (l/tonelada de 
biomassa) 
Grão de milho 470 
Palha de milho 428 
Palha de arroz 416 
Lixo de algodão 215 
Resíduos florestais 309 
Serrim 382 
Bagaço 437 
Mistura de papel 440 
Pela comparação dos dados da Tabela 4.3 com a média estimada na Figura 4.7, verifica-
se que os valores de etanol obtidos são bastantes próximos aos estimados. Constata-se, 
deste modo, que a conversão de palha de milho contaminada possui interesse para o 
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5 CONCLUSÕES E PROPOSTAS DE TRABALHOS FUTUROS 
5.1 CONCLUSÕES 
O crescimento populacional e exigências de qualidade de vida, têm provocado a 
contaminação dos solos devido à agricultura intensiva e à extração mineira. Este 
problema tem vindo a ser uma preocupação crescente, uma vez que daí decorre uma 
crescente inutilização dos terrenos para a agricultura com fins alimentares. 
Deste modo, a fitorremediação assume um importante papel na remediação dos solos, 
tornando-os novamente aptos a cultivo, através da remoção dos contaminantes. 
No entanto, a biomassa resultante deste processo é normalmente colocada em aterros, 
ou até mesmo em alguns casos incinerada, perdendo-se uma quantidade significativa 
de recursos valiosos. 
Nos últimos anos, os desenvolvimentos tecnológicos permitiram a obtenção de energia 
de uma forma mais sustentável para o ambiente, potenciando deste modo a melhoria 
da qualidade de vida, e aproveitando outros recursos que de outro modo seriam 
desperdiçados. 
Assim, a combinação da matéria proveniente da fitorremediação dos solos com a 
tecnologia desenvolvida de conversão de biomassa em combustíveis, tem vindo a ser 
um tema de pesquisa e de interesse, uma vez que potencia uma matéria que de outro 
modo seria descartada, e reduz a competição por biomassa entre os setores alimentar 
e dos transportes. 
Por estes motivos, a presente dissertação visou estudar a viabilidade de conversão da 
biomassa resultante da fitorremediação de solos em Biocombustível (etanol). 
Deste modo, foi escolhido como objeto de estudo a palha de milho proveniente de dois 
solos mineiros, contaminados essencialmente com os metais Cádmio e Zinco. 
Uma primeira conclusão retirada do estudo, foi a de que a quantidade de biomassa 
produzida nos solos contaminados era cerca de metade da que foi produzida no solo de 
controlo. Acredita-se que a quantidade de matéria contaminada era inferior pois os 
contaminantes presentes no solo e absorvidos pela planta de milho inibem o 
crescimento da planta.  
Consequentemente, numa primeira fase experimental do trabalho, foi testada qual a 
combinação de ácido e enzima mais adequada para o pré-tratamento e hidrólise 
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enzimática, respetivamente, e que potenciavam a produção de etanol. Verificou-se que 
as combinações mais eficazes eram o ácido clorídrico em combinação com a enzima 
Accellerase e o ácido nítrico com a enzima Ultraflo. 
Após a obtenção destes resultados, realizou-se o mesmo procedimento experimental 
usando a palha de milho contaminada. Foram também repetidas as mesmas condições 
experimentais usando a palha de milho não contaminada por forma a garantir as 
mesmas exposições de tempo, temperatura e pressão sendo por isso amostras de 
controlo. 
Após as leituras das concentrações de glicose e de etanol presentes no licor obtido, 
verificou-se que das duas combinações a mais eficaz na obtenção de etanol é o ácido 
clorídrico com Accellerase. Comparando também os valores do etanol obtido da palha 
de milho contaminada com o etanol obtido da palha de milho não contaminada 
(amostras de controlo) conclui-se que os valores são bastante próximos, o que indica 
que a presença dos contaminantes na palha de milho terá tido pouco influência na 
produção de etanol. 
Através da leitura das concentrações dos dois metais contaminantes nas amostras 
produzidas no solo contaminado e de controlo, usando o Espectrómetro de Absorção 
Atómica, e tendo os valores de absorvância abaixo de 0,088 para o Zinco e abaixo de 
0,003 para o Cádmio, verifica-se que a concentração era muito baixa. Isto pode indicar 
que os contaminantes presentes na palha não se transferiram para o etanol. Poderá 
também indicar que a concentração de contaminantes na palha de milho era muito 
baixa, provavelmente provocada pela distribuição destes pelas diferentes partes da 
planta e maior acumulação noutras zonas (nas raízes, provavelmente). 
Pela comparação dos valores de quantidade de etanol obtidos entre a primeira fase, 
com um volume de etanol recuperado de 1,23 ml e 0,67 ml para o ácido clorídrico e 
nítrico, respetivamente com as correspondentes enzimas, e a segunda fase 
experimental, com um volume de etanol recuperado de 7,02 ml e 5,79 ml, percebe-se 
que as quantidades diferem significativamente. Conforme já mencionado 
anteriormente, acredita-se que isso é consequência da qualidade da levedura utilizada 
na primeira fase ser inferior à utilizada na segunda fase, limitando assim a extensão do 
processo de fermentação. 
Com os resultados obtidos no trabalho experimental, pensa-se que a produção de etanol 
a partir de palha de milho contaminada possui um potencial elevado. Com base nos 
resultados obtidos, o rendimento em álcool para as palhas de milho produzidas nos 2 
solos contaminados é de 0,51 gálcool/gpalha, 0,39 gálcool/gpalha, 0,32 gálcool/gpalha e 0,27 
gálcool/gpalha e para a palha produzida em solo não contaminado é de 0,44 gálcool/gpalha  e 
de 0,37 gálcool/gpalha para o ácido clorídrico e nítrico, respetivamente, verifica-se o 
potencial de produção de etanol a partir de biomassa provenientes da fitorremediação. 
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5.2 PROPOSTA DE TRABALHOS FUTUROS 
Por forma a compreendermos de que forma a concentração de contaminantes na palha 
influencia a produção, deverão ser feitas análises mais extensivas nesse sentido. Deverá 
ser feita também uma análise quanto à concentração de contaminantes na lama 
recolhida após o processo de filtração para recolha da solução alcoólica produzida. 
Para um melhor controlo do processo de fermentação, será também interessante usar 
uma levedura controlada, com concentração de inóculo (nº células/ml) conhecida, por 
forma a haver uma concentração constante de inóculos na mesma, eliminando deste 
modo mais uma variável no processo de obtenção de etanol. 
Para um máximo de aproveitamento da planta, há também o interesse de utilizar outras 
partes da planta para produção de biocombustíveis, por forma a analisar o potencial 
global desta biomassa. 
Por forma a percebermos a viabilidade de aplicação ao quotidiano, numa perspetiva 
económica e financeira, poderá também ser feita uma análise dos custos de produção 
de etanol a partir de biomassa proveniente da remediação dos solos e de que forma a 
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7 ANEXOS 
Anexo A – Procedimento Experimental 
No presente subcapítulo é descrito o procedimento experimental realizado para a 
caracterização da matéria utilizada e quais os métodos utilizados para a quantificação 
dos açúcares. 
Anexo A.1 - Quantificação dos Açúcares Redutores 
Durante as fases do pré-tratamento e hidrólise enzimática, submeteu-se a biomassa à 
ação de diferentes tipos de ácido, na mesma concentração (%v/v), bem como à mesma 
dosagem de dois tipos de enzima, por forma a verificar quais as melhores condições 
operatórias para potenciar a conversão os polissacarídeos da palha de milho a açúcares 
simples. 
Ao longo do processo foram recolhidas amostras e analisadas as mesmas quanto à 
quantidade de açúcares redutores através do método de DNS. 
A.1.1 - Método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) 
Para a quantificação dos açúcares redutores foi necessário recorrer ao procedimento 
experimental desenvolvido por Miller [43] e descrito de seguida. O método exige a 
construção de uma curva de calibração utilizando soluções padrão de glicose (Panreac). 
Material: 
 Espectrofotómetro UV-Vis (Shimadzu, UV-1700 Pharma Spec; Shimadzu, V260), 
λ = 500 nm; 
 Vortex (2 Genie, Scientific Industries); 
 Cuvetes PMMA; 
 Placa de aquecimento; 
 Tubos de ensaio de rosca; 
 Micropipeta de diversas volumetrias; 
 Gobelés; 
 Balão volumétrico de 50 ml; 
 Balança; 
Reagentes/Soluções: 
 Solução de ácido 3,5-dinitrosalicílico e sal de Rochelle (DNS); 
ANEXOS 62
 
PRODUÇÃO DE BIOETANOL A PARTIR DE RESÍDUOS DE PLANTAS USADAS EM 
FITORREMEDIAÇÃO DE SOLOS CONTAMINADOS COM METAIS PESADOS  Mariana Hipólito Santos
 
 Água desionizada; 
 Glicose; 
 Amostras da solução de palha de milho após pré-tratamento, hidrólise 
enzimática e fermentação. 
Procedimento: 
 Preparação da solução padrão: 
 
 No balão volumétrico pesar 0,05 g de glicose e adicionar água 
desionizada até perfazer os 50 ml. Registar o valor exato de glicose 
pesado e agitar a solução para homogeneizar; 
 Em 7 tubos de ensaio com rosca, adicionar a dosagem de solução 
padrão e de água desionizada, conforme a Tabela 7.1; 










1 0 1000 
2 100 900 
3 200 800 
4 400 600 
5 600 400 
6 800 200 
7 1000 0 
 Adicionar, de seguida, 0,5 ml da solução DNS; 
 Tapar os tubos de ensaio e agitar a solução 10 segundos no vortex a 
500 rpm; 
 Colocar os tubos de ensaio num gobelé com água previamente 
aquecida até ao ponto de ebulição e deixar por 10 minutos; 
 Após os 10 minutos, retirar os tubos e arrefecer os mesmos 
rapidamente noutro gobelé com água fria; 
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 Ler a absorvância das amostras padrão (Figura 7.1) no 









Figura 7.1 - Solução padrão com diferentes concentrações de glicose  para traçar a curva de calibração. 
Devido ao facto de as leituras das amostras terem sido realizadas em diferentes dias e 
as concentrações dos açúcares serem diferentes dependendo do estágio em que a 
amostra do licor foi recolhida, foram traçadas diversas curvas de calibração. 
 Preparação das amostras: 
Para as diferentes amostras recolhidas, a concentração dos açúcares variou bastante, 
pelo que foi necessário recorrer a diferentes diluições das amostras. Abaixo será 
descrito o método para apenas uma das diluições, como exemplo do procedimento 
experimental. Para uma diluição da amostra de 1:20 foram tidas em consideração as 
seguintes quantidades: 
 Descongelar as amostras à temperatura ambiente e homogeneizar as 
mesmas no vortex (saltar este passo caso já se encontrem no estado 
líquido); 
 Em tubos de ensaio com tampa de roscar com capacidade de 10 ml 
ou mais, adicionar 0,025 ml de amostra e acrescentar 0,475 ml de 
água desionizada; 
Nota: O rácio deverá ser sempre de forma a perfazer a totalidade do volume de 0,5 ml. 
 À mistura anterior adicionar 500 µL de solução DNS e agitar no vortex 
a 500 rpm por 10 segundos; 
 Colocar a mistura num banho de água em ebulição durante 10 
minutos; 
 Após os 10 minutos, arrefecer rapidamente num gobelé com água; 
 Assim que se encontrar à temperatura ambiente, acrescentar 10 ml 
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 Ler a absorvância a 500 nm e determinar a concentração dos açúcares 
redutores recorrendo à curva de calibração previamente obtida. 
Anexo A.2 – Quantificação da Concentração do Etanol 
Por forma a quantificar a concentração de álcool nas diferentes amostras recorreu-se 
ao método refratométrico. 
A.2.1 – Método Refratométrico 
Para a correta leitura dos valores das amostras, deverá ser construída uma curva de 
calibração através de soluções padrão de álcool. 
Material: 
 Refratómetro de Abbe; 
 Álcool etílico @99.8% (v/v); 
 Água desionizada; 
 Balão Volumétrico 50 ml; 
 Balões Volumétricos 10 ml; 
 Micropipeta; 
 Pipetas de Pasteur; 
 Algodão. 
Procedimento: 
 Preparação da solução padrão: 
 
 No balão volumétrico de 50 ml adicionar 5 ml de álcool etílico e 
acrescentar água desionizada até perfazer a totalidade dos 50 ml do 
balão. Agitar para homogeneizar; 
 Nos balões de 10 ml, adicionar diferentes quantidades da solução 
mãe conforme a Tabela 7.2 e perfazer o restante volume com água 
desionizada. Agitar até homogeneizar; 
 Ligar o refratómetro a 22 °C; 
 Com o auxílio das pipetas de Pasteur, colocar uma gota de solução 
padrão na lente do refratómetro (Figura 7.2); 
 Ler o índice de refração (IR) das soluções padrão e traçar as curvas de 
calibração. 
 Entre cada leitura deve-se passar um algodão na lente e entre as 
pipetagens das soluções deverá trocar-se de pipeta, por forma a 
minimizar a contaminação. 
 Nota: Uma vez que as concentrações de etanol variavam mediante as amostras, foi 
necessário traçar duas curvas de calibração, por forma a que os valores estivessem 
incluídos nas curvas de calibração. 
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Tabela 7.2 - Quantidade de solução mãe adicionada nas soluções padrão. 
Curva de Calibração 1 Curva de Calibração 2 
Nº Balão 
Quantidade de 
Solução mãe (ml) 
Nº Balão 
Quantidade de 
Solução mãe (ml) 
1.1 5 1.2 10 
2.1 2.5 2.2 3.5 
3.1 1.25 3.2 2.5 
4.1 0.625 4.2 0.31 
 
Figura 7.2 - Refratómetro de Abbe ligado à temperatura de funcionamento pretendida. 
 
 Preparação das amostras: 
 
 Com o auxílio das pipetas de Pasteur, colocar uma gota da amostra 
de etanol produzido na lente do refratómetro; 
 Entre cada leitura, limpar a lente com algodão e trocar as pipetas, 
para minimizar contaminações entre as amostras; 
 Ler e registar o IR das amostras. 
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Uma vez que o IR foi registado a uma temperatura do banho de 22 °C, através do auxílio 
de valores tabelados, deverão ser feitas as correções para temperaturas de 20 °C. 
Anexo A.3 – Análise por Espectrofotometria de Absorção Atómica 
Para que fosse possível quantificar a concentração de contaminantes (metais Cd e Zn) 
presente na biomassa e de que forma a sua concentração influencia a produção de 
etanol, foram realizadas leituras através do Espectrómetro de Absorção Atómica. Deste 
modo, foram realizadas soluções padrão para calibração do aparelho. 
Material: 
 Espectrómetro de Absorção Atómica (PG Instruments, PG-990); 
 Solução Padrão de Zinco; 
 Solução Padrão de Cádmio; 
 Ácido Nítrico a 5%; 
 Gobelés; 
 Balões Volumétricos de 50 ml; 
 Micropipetas; 
 Pipetas de Pasteur. 
Procedimento: 
 Preparação da solução padrão: 
 
 No balão volumétrico de 50 ml adicionar 0,5 ml de solução de Cádmio 
ou Zinco e acrescentar o Ácido Nítrico até perfazer a totalidade dos 
50 ml do balão. Agitar para homogeneizar; 
 Nos restantes balões de 50 ml, adicionar diferentes quantidades da 
solução mãe conforme a Tabela 7.3 e perfazer o restante volume com 
Ácido Nítrico. Agitar até homogeneizar; 
 Encher um Gobelé de 100 ml com Ácido Nítrico e colocar no tubo do 
Espectrómetro de Absorção Atómica previamente ligado, por forma 
a encontrar o zero da curva de calibração; 
 Para cada um dos metais pesados a determinar, criar as respetivas 
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Tabela 7.3 - Volume de solução mãe dos respetivos metais a adicionar para preparar as soluções padrão. 
Nº do Padrão Cádmio Zinco 
1 1 ml 2 ml 
2 2,5 ml 3ml 
3 4 ml 4 ml 
4 6 ml 5 ml 
5 7,5 ml 6,5 ml 
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Anexo B – Resultados Experimentais 
Neste subcapítulo serão expostos os valores experimentais obtidos relativos à 
quantificação dos açúcares redutores das amostras bem como do teor de álcool 
presente no licor extraído no processo de destilação, determinado através do método 
refratométrico. 
Anexo B.1 – Método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) 
Conforme mencionado na descrição do processo experimental referente a este método, 
para uma correta quantificação do teor de açúcares, traçou-se curvas de calibração 
(Figura 7.3, Figura 7.4 e Figura 7.5) utilizando soluções padrão de glicose  (Panreac). 












Figura 7.4 - Curva de calibração obtida para as melhores condições operatórias da biomassa ao 6º dia de 
fermentação. 
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Figura 7.5 - Curva de calibração obtida para as melhores condições operatórias da biomassa após o processo de 
fermentação. 
Para os diferentes tipos de amostras foram necessários traçar diferentes curvas de 
calibração uma vez que foram utilizados dois modelos de espectrofotómetro e as 
concentrações de açúcares variavam além de curva já pré-traçadas. 
Os resultados obtidos quanto aos valores de açúcares obtidos no processo de 
determinação das melhores condições operatórias para a palha de milho estão 
presentes na Tabela 7.4. 
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Tabela 7.4 - Concentração de açúcares após a fermentação da palha de milho não contaminada no processo de 





base nas curvas de 
calibração (g/l) 




1 0,083 0,359 2,5 2 1,80 
2 0,108 0,499 2,5 2 2,49 
3 0,175 1,073 2,5 2 5,37 
4 0,176 1,089 2,5 2 5,44 
5 0,116 0,548 2,5 2 2,74 
6 0,123 0,593 2,5 2 2,97 
7 0,071 0,299 2,5 2 1,49 
8 0,067 0,279 2,5 2 1,39 
9 0,11 0,887 4 1 3,55 
10 0,09 0,726 4 1 2,90 
11 0,112 0,903 4 1 3,61 
12 0,115 0,927 4 1 3,71 
13 0,094 0,758 4 1 3,03 
14 0,099 0,798 4 1 3,19 
15 0,081 0,653 4 1 2,61 
16 0,097 0,782 4 1 3,13 
 
Na Tabela 7.5, Tabela 7.6 e Tabela 7.7 são apresentados os resultados obtidos, para as 
melhores condições operatórias, da quantidade de açúcar obtida a partir da palha de 
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Tabela 7.5 - Concentração de açúcares após a hidrólise enzimática da palha de milho contaminada/controlo nas 




base na curva de 
calibração (g/l) 




1.2 0,184 0,275 20 1 5,51 
2.2 0,183 0,274 20 1 5,48 
3.2 0,229 0,326 20 1 6,52 
4.2 0,22 0,316 20 1 6,32 
5.2 0,11 0,184 20 1 3,69 
6.2 0,148 0,233 20 1 4,65 
7.2 0,252 0,351 20 1 7,02 
8.2 0,26 0,359 20 1 7,19 
A.2 0,135 0,216445 20 1 4,33 
B.2 0,249 0,347601 20 1 6,95 
Tabela 7.6 - Concentração de açúcares 6 dias após o início da fermentação da palha de milho contaminada/controlo 





base na curva de 
calibração (g/l) 




1.3 0,152 0,298 10 1 2,98 
2.3 0,092 0,196 10 1 1,96 
3.3 0,272 0,488 10 1 4,88 
4.3 0,341 0,592 10 1 5,92 
5.3 0,086 0,185 1 5 0,93 
6.3 0,089 0,190 1 5 0,95 
7.3 0,281 0,502 10 1 5,02 
8.3 0,318 0,557 10 1 5,57 
A.3 0,358 0,617 10 1 6,17 
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base na curva de 
calibração (g/l) 
Diluições da Amostra Concentração final 
ajustada (g/l) 
D1 D2 
1.3 0,152 0,298 10 1 2,98 
2.3 0,092 0,196 10 1 1,96 
3.3 0,272 0,488 10 1 4,88 
4.3 0,341 0,592 10 1 5,92 
5.3 0,086 0,185 1 5 0,93 
6.3 0,089 0,190 1 5 0,95 
7.3 0,281 0,502 10 1 5,02 
8.3 0,318 0,557 10 1 5,57 
A.3 0,358 0,617 10 1 6,17 
B.3 0,293 0,520 10 1 5,20 
 
Anexo B.2 – Método Refratométrico 
Para a quantificação do etanol obtido no licor extraído no processo de destilação, 
procedeu-se à calibração do refratómetro através do traçar de uma curva, utilizando as 
soluções padrão de glicose. 
A Figura 7.6 e Figura 7.7 apresentam as curvas de calibração obtidas nos diferentes 
estágios de produção do etanol. 
Figura 7.6 - Curva de calibração para o etanol não contaminado. 
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Figura 7.7 - Curva de calibração para o etanol contaminado e de controlo. 
 
Tabela 7.8 e a Tabela 7.9 apresentam os valores obtidos na leitura do refratómetro e o 
valor final de etanol obtido após os cálculos apresentados na secção X dos anexos. 
 
Tabela 7.8 - Valores de etanol presente no licor obtido da biomassa não contaminada no processo de análise das 
melhores condições operatórias através da leitura no refratómetro. 





























































16 1,3351 0,91% 
 
Na Tabela 7.9 é possível observar os resultados obtidos no refratómetro para as 
melhores condições operatórias do solo contaminado. 
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Tabela 7.9 - Valores de etanol presente no licor obtido da biomassa contaminada para as melhores condições 
operatórias através da leitura no refratómetro. 


















































Accelerase A Clorídrico 1,3341 1,98% 8,90 
Ultraflo B Nítrico 1,3341 1,98% 7,34 
 
No processo de aplicação das melhores condições operatórias na biomassa de solo 
contaminado, foi repetido o processo dessas mesmas condições para a biomassa de solo 
não contaminado. Isto permitiu-nos a comparação das diferentes situações para as 
mesmas condições experimentais (tempo, temperatura, humidade, etc.). 
 
Anexo B.3 – Espectrofotometria de Absorção Atómica 
No presente subcapítulo são apresentadas as curvas de calibração obtidas das leituras 
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Figura 7.8 - Curva de calibração para o Cádmio. 
Figura 7.9 - Curva de calibração para o Zinco 
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Anexo C – Exposição dos cálculos 
O presente capítulo serve para expor os cálculos realizados para a quantificação de 
açúcares e de etanol obtido no processo de destilação. 
Anexo C.1 – Quantificação dos Açúcares pelo método do ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) 
Os exemplos de cálculos que se apresentam a seguir têm como base o ensaio realizado 
para a biomassa de controlo (descontaminada) na qual utilizou o H2SO4 no pré-
tratamento e enzima Accelerase na Hidrólise Enzimática (Tabela 7.4– Amostra nº 1). 
Pela Figura 7.3, retira-se que a curva de calibração para leituras de λ=500 nm é: 
 
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 = −0,0881𝐶 + 0,2551𝐶 + 0,0027 
 
Deste modo, obtém-se a expressão da concentração de glicose considerando a diluição 
da amostra (Dn): 
𝐶 = [ 0,2551 − −0,3524 ∗ 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 + 0,066 0,1762] ∗ Dn 
 
Para a amostra nº 1 foram necessárias duas diluições D1 e D2. Assim, a concentração de 
glicose após as diluições é dada por: 
 
             𝐶 = [(0,2551 − −0,3524 ∗ 0,083 + 0,066) 0,1762] ∗ D1 ∗ D2 
<=>  𝐶 = [(0,2551 − −0,3524 ∗ 0,083 + 0,066) 0,1762] ∗ 2,5 ∗ 2 
<=>  𝐶 = 1,79895𝑔/𝐿 
 
Anexo C.2 - Quantificação da Concentração do Etanol pelo método Refratométrico 
Os cálculos apresentados têm como base a amostra nº1 referente à Tabela 7.8, a qual 
utiliza o H2SO4 e Accelerase, conforme no pronto anterior.  
Para a quantificação do álcool teve-se em consideração a curva de calibração obtida na 
Figura 7.6 para leituras realizadas a λ=500 nm: 
𝐼𝑅 = 0,0439𝑄 + 1,3347 
 
Da equação anterior, tira-se a percentagem de etanol obtido no líquido extraído no 
processo de destilação: 
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𝑄á = (𝐼𝑅 − 1,3347)/0,0439 
Portanto, para a amostra nº 1: 
             𝑄 = (1,3349 − 1,3347)/0,0881 
<=>  𝑄 = 0,004556 ∗ 100% 
<=>  𝑄 = 0,456% 𝑣/𝑣 
 
Posteriormente, foi calculado o volume de etanol obtido na destilação. Para tal, foi 
necessário fazer a correção do valor para os 20 °C com base na Tabela 7.10.  
Tabela 7.10 - Valores da massa específica do Etanol a 20 °C.[45] 
Concentração de 
etanol (% v/v) 
Massa 
específica a 








Portanto, para a amostra nº 1, o volume de etanol obtido foi calculado pelas seguintes 
expressões: 
𝑉 . _ = 𝑚 . _ /𝑄 @ º _    (1) 
𝑉
_
= 𝑉 . _ ∗ 𝑄    (2) 
Para a equação (1) e para a massa de líquido recuperado expresso na Tabela 7.10 e do 
valor corrigido da concentração presente na Tabela 7.8, para amostra nº1: 
            𝑉 . _ = 214,8/0,99739 
<=> 𝑉 . _ = 215,36 𝑚𝑙 
 
Substituindo na equação (2): 
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            𝑉 _ = 215,36 ∗ 0,00456 
<=> 𝑉 _ = 0,982 𝑚𝑙 
 
Para se obter a massa de etanol recuperado, recorre-se à seguinte expressão: 
           𝑚 _ = 𝑉 _ /𝜌á  
<=> 𝑚 _ = 0,982/0,789 
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Anexo D – Caracterização da palha de milho 
O presente capítulo serve para apresentar os dados da caracterização da palha de milho 
obtidos pela investigadora Doutora Ana G. Marques, no ano de 2016 (Tabela 7.11 e 
Tabela 7.12). 
Tabela 7.11 - Caracterização da palha de milho de controlo e para o solo de Estarreja. 


















1 62,3223 65,4672 62,5637 7,66 
7,65 0,04 
2 82,603 86,0193 82,8655 7,68 
3 96,183 98,9082 96,3914 7,65 






1 23,5009 25,7733 23,7337 9,80 
10,13 0,26 
2 35,5906 37,806 35,8218 10,44 
3 37,572 39,8143 37,7999 10,16 
4 17,5227 19,63036 17,736 10,12 
 
Tabela 7.12 - Concentração de contaminantes para a palha de milho caracterizada. 
 Solo de Controlo Solo Industrial 
Tratamento Estames 
Cádmio (mg/kg seco) 0,6 (SD 0,2) 5 (SD 0,5) 
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Anexo E – Informações Técnicas 
No presente capítulo são apresentadas as fichas de segurança dos reagentes mais 
utilizados nos procedimentos experimentais realizados. 
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Anexo E.7 – Ficha de Informação da Accellerase 
ANEXOS 112
 
PRODUÇÃO DE BIOETANOL A PARTIR DE RESÍDUOS DE PLANTAS USADAS EM 





PRODUÇÃO DE BIOETANOL A PARTIR DE RESÍDUOS DE PLANTAS USADAS EM 





PRODUÇÃO DE BIOETANOL A PARTIR DE RESÍDUOS DE PLANTAS USADAS EM 
FITORREMEDIAÇÃO DE SOLOS CONTAMINADOS COM METAIS PESADOS  Mariana Hipólito Santos
 
Anexo E.8 – Ficha de Informação do Ultraflo 
 
